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Verzeichnis verwendeter Abkürzungen 
BSG  Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit 
BVAS  Birmingham Vasculitis Activity Score 
C-ANCA Zytoplasmatische Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikörper 
CK  Zytokeratin 
CRP  C-reaktives Protein 
DEI  Disease Extend Index 
EULAR  European League Against Rheumatism 
GPA  Granulomatose mit Polyangiitis 
IL-8  Interleukin-8 
MW  Mittelwert 
n  Stichprobengröße 
NK  Normalkontrollen 
P-ANCA Perinukleäre Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikörper 
PBS  Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PR3  Proteinase 3 
R  Spannweite 
S.  Staphylococcus 
SD  Standardabweichung 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-alpha 
VDI  Vasculitis Damage Index





1.1 Granulomatose mit Polyangiitis 
Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), ehemals Wegenersche Granulomatose, ist eine 
komplexe Autoimmunerkrankung der Gruppe der ANCA-assoziierten primären Vaskulitiden, 
zu der auch das Churg-Strauss-Syndrom (CSS) und die Mikroskopische Polyangiitis (MPA) 
gezählt werden (1). 
Die Krankheit wurde erstmals 1931 von Heinz Klinger als Variante der Periarteriitis nodosa 
beschrieben (2) und später nach Friedrich Wegener benannt, der im Jahre 1936 von drei 
Obduktionsbefunden mit „merkwürdiger granulomatöser Entzündung mit Beteiligung der 
Blutgefäße“ (3) berichtete. Sie tritt in Europa mit einer Inzidenz von 0,8 pro 100.000 
Einwohner auf (4).  
Gekennzeichnet ist die GPA durch chronische nekrotisierende Gefäßwandentzündungen 
vorwiegend der kleinen bis mittelgroßen Gefäße, kombiniert mit der Bildung nicht 
verkäsender Granulome (5). Die Systemerkrankung weist ein breites Spektrum klinischer 
Manifestationen auf, wobei die Beteiligung des oberen und unteren Respirationstraktes 
sowie der Nieren im Vordergrund steht. Darüber hinaus können Haut, Augen, Ohren, 
Speicheldrüsen, Gelenke und das zentrale Nervensystem betroffen sein (5;6). 
In 60-90 % der Fälle kommt es im Verlauf der GPA zur Beteiligung von Nase und 
Nasennebenhöhlen, welche somit die häufigsten anatomischen Lokalisationen der 
Krankheitsaktivität darstellen (7-9). Bei etwa einem Drittel dieser Patienten bleibt es bei der 
ausschließlich sinunasalen Manifestation (7;10;11). 
Für die GPA charakteristisch ist zudem der serologische Nachweis hochspezifisch gegen 
Proteinase 3 (PR3) gerichteter zytoplasmatischer Anti-Neutrophiler zytoplasmatischer 
Antikörper (C-ANCA) (12). PR3 ist als Serinproteinase in den primären azurophilen Granula 
neutrophiler Granulozyten sowie in monozytären Lysosomen gespeichert und zeigt nach 
Freisetzung proteolytische und antimikrobielle Eigenschaften. Die Expression von PR3 auf 
der Zelloberfläche neutrophiler Granulozyten ermöglicht darüber hinaus eine Interaktion mit 
C-ANCA an dieser Stelle (12;13).  
 




1.1.1 Ätiologie und (multi-)mikrobielle Beteiligung am pathophysiologischen 
Entstehungsprozess 
Die Ätiologie der potentiell tödlich verlaufenden Vaskulitis ist weitgehend ungeklärt. Wie bei 
den Prototypen der Barrierestörungen Morbus Crohn und Psoriasis wird das komplexe 
Zusammenspiel genetischer sowie epigenetischer Prädisposition und Umweltfaktoren 
diskutiert (14-16), wobei die geringe familiäre Häufung (17) auf das Überwiegen der 
exogenen Aspekte deutet. 
Nachdem Mitte der 1990er Jahre erstmals eine erhöhte nasale Staphylococcus (S.) aureus 
Besiedlungsrate bei GPA-Patienten beschrieben wurde (18;19), wurde diese in den letzten 
15 Jahren zunehmend als potenter mikrobieller Trigger der Krankheitsaktivität ausgemacht. 
Darüber hinaus wurde S. aureus als unabhängiger Risikofaktor für GPA-Rezidive 
nachgewiesen (20). Weitere epidemiologische Untersuchungen zeigten auch gegenüber 
einem Krankheits-Kontrollkollektiv (chronisch polypöse Sinusitis nasi et sinuum) signifikant 
erhöhte nasale Besiedlungsraten (21). 
In aktuellen Untersuchungen wird allerdings eine multimikrobiell orientierte Sichtweise 
gefordert, die auch Anaerobier und Viren in den pathophysiologischen Entstehungsprozess 
der GPA mit einbezieht (22). 
Kürzlich beschrieben Kain et al. bei ANCA-assoziierten Vaskulitiden wie der GPA ein erhöhtes 
Vorkommen von Autoantikörpern gegen das lysosomale Membranprotein 2 (LAMP-2). Für 
das erkannte Epitop dieses Proteins konnte eine 100%ige Homologie zu FimH, einem 
Adhesin gram-negativer Pathogene wie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und Proteus 
mirabilis gezeigt werden. Basierend auf der nachgewiesenen Kreuzreaktion zwischen LAMP-
2 und FimH vermuten die Autoren eine FimH-getriggerte Synthese von LAMP-2-
Autoantikörpern durch molekulares Mimikri (23;24). 
Granulomatöse Entzündungen der nasalen Mukosa sind ein Charakteristikum der GPA. Im 
Immunglobulin-Genrepertoire dieser Läsionen zeigten Vosswinkel et al. das Vorherrschen 
von VH3+-B-Zellen, die sowohl eine Affinität zu PR3 als auch zu dem S. aureus Superantigen 
SpA aufwiesen. Diese Granulome könnten so als lymphoide Struktur Quelle einer mikrobiell 
ausgelösten Autoantikörper-Produktion gegen PR3 darstellen (25;26). 
Einen weiteren Hinweis auf durch Mikroorganismen hervorgerufene GPA-Antikörperbildung 
geben Pendergraft et al.. Sie zeigten dass GPA-Patienten nicht nur PR3-ANCA, sondern auch 




Autoantikörper gegen komplementäre PR3 (cPR3), also gegen ein Peptid, das durch Ablesen 
des Antisense-DNA-Stranges von PR3 entsteht, aufwiesen. Es konnte zudem demonstriert 
werden, dass in Anwesenheit von cPR3 nicht nur anti-cPR3-, sondern auch anti-PR3-
Autoantikörper gebildet wurden. Gensequenzen, die potentiell zur Proteinbiosynthese von 
cPR3 und somit auch zur Expression von anti-PR3-Autoantikörpern führen könnten, wurden 
in zahlreichen Mikroorganismen gefunden, darunter S. aureus, Entamoeba histolytica und 
Ross River Virus (27). 
Die dargestellten Ergebnisse lassen auf eine veränderte Zusammensetzung des mikrobiellen 
Besiedlungsspektrums der Nasenschleimhaut und eine Dysbalance in der 
Entzündungsantwort als relevante pathogenetische Prozesse der GPA schließen. Jedoch sind 
die molekularen Mechanismen, die diese Vorgänge vermitteln, größtenteils noch nicht 
bekannt. 
 
1.2 Zytokine und Chemokine 
In der Immunreaktion auf mikrobielle Reize kommt Zytokinen eine essentielle Rolle zu. Als 
Teil eines komplexen Netzwerks sind sie maßgeblich an der erfolgreichen Regulation der 
angeborenen Entzündungsantwort beteiligt (28), die die erste Verteidigungslinie gegen 
mikrobielle Pathogene darstellt (29). 
Die Gruppe der chemotaktischen Zytokine, kurz Chemokine, bildet dabei eine eigene 
Protein-Superfamilie (29). Als bedeutende multifunktionale Mediatoren von Entzündungs- 
und Immunprozessen sind diese Peptide wesentlich an der Rekrutierung, Aktivierung und 
Migration von Leukozyten in entzündetes oder verletztes Gewebe beteiligt (30). Sie erfüllen 
zudem weitere wichtige Funktionen in physiologischen Prozessen wie der Angiogenese, 
Hämatopoiese und Apoptose (29). 
Basierend auf Anzahl und Position konservierter aminoterminaler Zystein-Reste werden die 
rund 50 bekannten Chemokine in vier Untergruppen eingeteilt, wobei der Großteil den CC- 
oder CXC-Chemokinen zugeordnet wird (31). Die Gruppe der CXC- oder α-Chemokine lässt 
sich, je nach Vorkommen der Aminosäuren-Sequenz Glutamat-Leucin-Arginin (das 
sogenannte ELR-Motiv) am Aminoterminus des Proteins, wiederum unterteilen (32). Die 
CXC-Chemokine, die das ELR-Motiv aufweisen (ELR+ CXC-Chemokine), vereint die 




Eigenschaft leistungsstarker Chemotaxis und Aktivierung neutrophiler Granulozyten, wobei 
Interleukin-8 das potenteste Gruppenmitglied ist (33;34). 
 
1.2.1 Interleukin-8 
Interleukin-8, nach Nomenklatur der International Union of Immunological Societies (IUIS) 
CXC Ligand 8 (CXCL8) genannt (35), ist ein nicht-glykolysiertes Protein von 8 kDa (36), dessen 
Gen beim Menschen auf Chromosom 4 lokalisiert wurde (37). Das proinflammatorische 
Chemokin wird auf adäquaten Stimulus, zum Beispiel bei Kontakt mit bakteriellen 
Pathogenen (38;39), unter anderem von Monozyten, neutrophilen Granulozyten und 
Epithelzellen exprimiert (40). Wie alle Chemokine übt Interleukin-8 seinen Effekt über die 
Bindung an spezifische G-Protein-gekoppelte Oberfächenrezeptoren mit sieben 
Transmembran-Domänen (CXCR1 und CXCR2) aus (41;42).  
Interleukin-8 ist in entscheidender Weise an Prozessen der antimikrobiellen Immunabwehr 
und an Entzündungsantworten beteiligt. Es ist das wichtigste chemotaktische Zytokin 
neutrophiler Granulozyten (34). Auf inflammatorischen Reiz hin fördert Interleukin-8 nicht 
nur die Migration der Zellen, es stimuliert darüber hinaus deren Degranulation und die 
Adhäsion an Endothelzellen (34). So schafft Interleukin-8 am Ort der gestörten 
Gewebshomöostase eine inflammatorische Mikroumgebung und erhält sie aufrecht, was für 
den Erfolg antimikrobieller Abwehrmechanismen unabdingbar ist. 
Diese Vorgänge sind auch an der nasalen Mukosa von fundamentaler Bedeutung. Nasale 
Epithelzellen sind aktiv an der Modulation inflammatorischer Reaktionen beteiligt, indem sie 
Zytokine freisetzen, die wiederum Entzündungszellen, insbesondere Leukozyten, 
rekrutieren (43). Interleukin-8 wird dabei von den Epithelzellen in mehrfach höherer 
Konzentration als alle anderen Zytokine exprimiert (44;45). Daher wird dieses Chemokin von 
einigen Autoren als dominierendes Zytokin des humanen Nasenepithels angesehen (46). 
 
1.3 Die Bedeutung von Interleukin-8 für die Pathogenese der GPA 
In der Pathogenese der für die GPA charakteristischen nekrotisierenden 
Gefäßwandentzündungen ist die PR3-ANCA vermittelte Aktivierung neutrophiler 
Granulozyten und Monozyten ein zentraler Aspekt (47). 




Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl PR3 (48) als auch PR3-ANCA (49) die endotheliale 
Interleukin-8 Produktion um ein Vielfaches steigern. Als Folge werden vermehrt neutrophile 
Granulozyten rekrutiert, wodurch der Entzündungsprozess weiter gefördert wird. Auch für 
Monozyten, deren Vorbehandlung mit TNF-α zur Oberflächen-Translokation von PR3 führt, 
wurde eine ausgeprägte C-ANCA vermittelte Steigerung der Interleukin-8-Expression 
nachgewiesen (12). 
Korrespondierend dazu führt die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit Interleukin-8, 
besonders nach vorherigem Kontakt mit TNF-α, zur Translokation von PR3 aus den 
intrazellulären Granula in die Plasmamembran (50). Dieser Vorgang bildet die Grundlage für 
eine Interaktion mit PR3-ANCA an der Zelloberfläche, die direkt entzündliche Reaktionen in 
den neutrophilen Granulozyten aktiviert (51;52). 
 
1.4 Fragestellung und Zielsetzung 
Die komplexe Autoimmunerkrankung GPA ist durch destruierende Gefäßentzündungen 
charakterisiert (5). Zudem liegen Hinweise auf eine Dysbalance in der Antwort auf 
mikrobielle Reize bei GPA-Patienten vor (22). An der erfolgreichen Regulation dieser 
inflammatorischen Prozesse sind Zytokine in entscheidender Weise beteiligt (28;29). Dabei 
konnte für Interleukin-8 eine besondere pathophysiologische Bedeutung bei der GPA gezeigt 
werden (12;48;49). Die pathogenetischen Mechanismen, die zu Entzündung und 
Autoimmunität führen, sind bislang allerdings größtenteils unbekannt. 
Veränderte Zytokinspiegel in Serum oder Plasma (53;54), Monozyten (12;55), T-
Zellen (56;57) sowie in granulomatösen Läsionen der Lunge (58;59) und bronchoalveolärer 
Lavageflüssigkeit (60) wurden bei der GPA nachgewiesen. Für Nase und Nasennebenhöhlen 
als häufigste und teilweise alleinige Orte der GPA-Manifestation (7-9) liegen allerdings keine 
umfassenden Untersuchungen vor. 
Im Fokus dieser Arbeit steht deshalb die Untersuchung der basalen Interleukin-8-Expression 
primärer nasaler Epithelzellkulturen von GPA-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen. 
Darüber hinaus wird der Einfluss von S. aureus als potenter mikrobieller Trigger der GPA-
Aktivität auf die Interleukin-8-Sekretion der nasalen Mikroumgebung analysiert.  
Ziel ist dabei insbesondere die Untersuchung folgender Fragestellungen: 




(I) Ist die basale Interleukin-8-Expression primärer nasaler Epithelzellen von GPA-
Patienten gegenüber denen von Normalkontrollen auf Proteinebene quantitativ 
verändert? 
(II) Reagieren nasale Epithelzellen von GPA-Patienten mit einer Änderung der Interleukin-
8-Sekretion auf die Stimulation mit S. aureus? Unterscheidet sich die Reaktion zu 
Normalkontrollen? 




2 Patienten und Methoden 
Die Studie wurde nach Zustimmung der Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universität 
zu Kiel in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (letzte Revision im Oktober 
2008) durchgeführt.  
 
2.1 Patientenkollektiv 
Insgesamt wurden 39 Probanden untersucht. Alle Teilnehmer wurden vor Beginn der 
Untersuchungen aufgeklärt und erbrachten schriftliche Einverständniserklärungen zu ihrer 
Teilnahme. 
Eine ausführliche und strukturierte Anamnese erfolgte mittels eines Fragebogens zu 
Allergien, Unverträglichkeiten, Asthma und Infekten der Atemwege, 
Krankenhausaufenthalten und Medikamenteneinnahmen. Darüber hinaus wurden 
Leukozytenzahl, C-reaktives Protein sowie Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit als 
serologische Parameter für systemische Entzündungsvorgänge bestimmt. 
Ausschlusskriterien waren Schwangerschaft, Minderjährigkeit und Blutungsneigung. 
 
2.1.1 GPA-Patienten 
Die Untersuchungen und Datenerhebung der Gruppe der GPA-Patienten erfolgten in 
Kooperation mit Mitgliedern der Arbeitsgruppe und des Klinikums Bad Bramstedt. 
Die Diagnose GPA wurde gemäß der von der European League Against Rheumatism (EULAR) 
vorgeschlagenen Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology (ACR) von 
1990 und der Chapel Hill Definitionen gestellt. Anhand der Definitionen der European 
Vasculitis Study Group (EUVAS) und den aktuellen Empfehlungen der EULAR wurde eine 
Einordnung in drei GPA-Subgruppen vorgenommen (61). Dabei erfolgte entsprechend der 
manifesten Symptome eine Einteilung in lokal begrenzte, früh-systemische und 
generalisierte Vaskulitis. Auch die Klassifizierung der Stadien der Krankheitsaktivität erfolgte 
entsprechend der EULAR-Richtlinien. 
Zur genaueren klinischen Klassifizierung wurden die folgenden weiteren Bewertungssysteme 
herangezogen. Das organbezogene Ausmaß der GPA wurde durch den Disease Extend Index 




(DEI, Maximalwert 20+1) dargestellt, der neben dem Befall von zehn Organsystemen 
zusätzlich das Auftreten von B-Symptomatik (Gewichtsverlust, Fieber, Fatigue) mit 
einbezieht (62). 
Die Krankheitsaktivität wurde anhand des Birmingham Vasculitis Activity Scores (BVAS) 
bewertet. Dieses Indexsystem beschreibt zum einen neu aufgetretene Symptome (BVAS-1, 
Maximalwert 63), zum anderen seit mindestens sechs Monaten bestehende Veränderungen 
(BVAS-2, Maximalwert 33). Bewertet werden neun Organsysteme, wobei die Höhe des 
Scores mit der klinische Aktivität der GPA korreliert (63). Die Beurteilung kumulativer 
Organschäden als Folge granulomatöser Entzündungen und Vaskulitis erfolgte anhand des 
Vasculitis Damage Index (VDI, Maximalwert 64). Dabei werden elf organbasierte Systeme 
einbezogen und Schädigungen bewertet, die seit mindestens drei Monaten 
bestehen (64;65). 
Des Weiteren wurden alle Teilnehmer einer standardisierten interdisziplinären 
Beurteilung (66) unterzogen und von einem Hals-Nasen-Ohrenarzt endoskopisch untersucht, 
um die endonasale GPA-Aktivität festzustellen (9).  
Zusätzlich zu den oben genannten serologischen Parametern wurden in der Gruppe der GPA-
Patienten die Titer der Proteinase 3-spezifischen zytoplasmatischen ANCA (C-ANCA) und der 
Myeloperoxidase-spezifischen perinukleären ANCA (P-ANCA) sowie der Proteinase 3 (PR3) 
im Serum bestimmt (67). 
 
2.1.2 Normalkontrollen 
Die Biopsien der Vergleichspersonen wurden im Rahmen funktioneller Operationen zur 
Verbesserung der Nasenatmung (Abtragung von Schleimhaut- und Knochenanteilen der 
Nasenmuscheln, sogenannte Turbinektomien) entnommen. 
 
2.2 Biopsien des Nasenepithels 
Die Biopsien der respiratorischen Nasenschleimhaut wurden aus der unteren Nasenmuschel 
gewonnen. Hierbei wurde ausschließlich Material aus Bereichen entnommen, die keine 
Anzeichen von Entzündungs- oder Krankheitsaktivität wie zum Beispiel Blutauflagerungen, 
Krusten, eitrige Sekretion, Ödeme oder Granulome aufwiesen. 




Nach Entnahme wurden die Gewebeproben zum Transport in Kulturmedium (Airway 
Epithelial Cell Growth Medium, PromoCell, Heidelberg) gebracht und umgehend weiter 
bearbeitet. 
 
2.3 Primäre nasale Epithelzellkulturen 
Alle Arbeiten an den Zellkulturen fanden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank 
(Köttermann 8511, Uetze/Hänigsen) statt. Die verwendeten Reagenzien wurden vor 
Gebrauch stets auf 37°C aufgewärmt. Es wurden ausschließlich sterile Einwegmaterialen 
(Sarstedt, Nümbrecht) benutzt. 
 
2.3.1 Isolierung und Kultivierung primärer nasaler Epithelzellen 
Zur schonenden Abtrennung der nasalen Epithelzellen von der Basallamina und dem 
darunterliegenden Bindegewebe wurden die Biopsien zunächst über Nacht in Dispase-
Lösung (2 Einheiten (U)/ml PBS; Invitrogen, Karlsruhe) bei 4°C inkubiert. Die Dispase bewirkt 
eine enzymatische Spaltung des Kollagens der Basalmembran, die Zellmembranen bleiben 
dabei intakt (68). Im Anschluss wurden die Epithelzellen vorsichtig mit einem Skalpell von 
der Basalmembran abgelöst und bei Raumtemperatur für 5 Minuten bei 88 g zentrifugiert 
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg). Die Überstände wurden abpippetiert und 
verworfen, das entstandene Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert. Nach Zugabe von 
20 U/ml Penicillin und 20 µg/ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin) erfolgte die Kultivierung 
der Epithelzellen in 25 cm²-großen Zellkulturflaschen (Sarstedt Tissue Culture Flask 25 cm², 
Nümbrecht) in wasserdampfgesättigter 5%iger CO2-Atmosphäre bei 37°C im Brutschrank 
(Sanyo CO2 Incubator, München).  
Dreimal wöchentlich wurden die Zellkulturen mit einem Inversmikroskop (Olympus IMT-2, 
Hamburg) auf ihre epitheliale Morphologie, Wachstum, sowie auf mögliche 
Kontaminationen überprüft. Beim erstmaligen Feststellen von adhärentem Zellwachstum 
erfolgte der Wechsel des Zellkulturmediums. Im weiteren Verlauf wurde es alle drei bis vier 
Tage gewechselt. Dabei erfolgte keine erneute Antibiotikazugabe. 
Bei Erreichen eines präkonfluenten (80-90 %) Monolayers wurden die Zellen passagiert. Zu 
diesem Zeitpunkt erfolgte auch die immunzytochemische Überprüfung der epithelialen 




Herkunft der Zellen durch Untersuchung des Zytokeratinmusters (siehe 2.4.4). Um 
Rückstände des Mediums zu entfernen, wurden die Zellen zunächst in PBS gewaschen. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation für 50 Minuten bei 37°C in Dispase-Lösung (0,66 U/ml 
PBS), um die Zellen enzymatisch vom Boden der Kulturflasche zu lösen. Durch erneute 
Zugabe von Zellkulturmedium wurde die Dispase-Reaktion beendet. Die Zellen wurden 
daraufhin bei 88 g für 5 Minuten zentrifugiert. Nach Resuspension in Zellkulturmedium 
wurden die Epithelzellen in 96-Well-Platten (Sarstedt Tissue Culture Plate 96-Well, 
Nümbrecht) überführt, wobei pro Vertiefung 300 µl aufgebracht wurden. Unter den oben 
beschriebenen Bedingungen wurden die Epithelzellen unter regelmäßiger Überprüfung 
weiter kultiviert, bis sie in den Vertiefungen als adhärent gewachsene konfluente Monolayer 
vorlagen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte erneut ein Wechsel des Zellkulturmediums. 
Zur Analyse der basalen Zytokinkonzentration mittels Bio-PlexTM Zytokin Assay wurden die 
Überstände nach 24 Stunden mit einer Pipette entnommen und ein weiteres Mal 5 Minuten 
bei 88 g zentrifugiert. Dadurch wurden etwaige Zellrückstände oder abgestorben Zellen 
eliminiert, die zu Verfälschungen der Messergebnisse hätten führen können. Erneut wurden 
die Überstände abpippettiert und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert. 
Die Dauer der Kultivierung der nasalen Epithelzellen vor Analyse betrug durchschnittlich 13,3 
Tage (Minimum 8, Maximum 19, Standardabweichung 2,536). 
 
2.3.2 Zytokeratinmuster der primären nasalen Epithelzellen  
Zytokeratine (CK) bilden die epitheliale Gruppe der Intermediärfilamente des Zytoskeletts. 
Dabei sind je nach Art des epithelialen Gewebes unterschiedliche Zytokeratin-
Kombinationen charakteristisch (69). 
Im Vorfeld waren Analysen des Zytokeratinmusters nasaler Epithelzellen durchgeführt 
worden. Dabei wurden aus Biopsien primäre Zellkulturen angelegt und immunzytochemisch 
untersucht. Außerdem wurden Paraffinschnitte der genannten Nasenbiopsien 
immunhistochemisch analysiert. Im Vergleich der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass 
sich CK 7 und 8/18 als Marker für nasale Epithelzellen verwenden lassen, was früheren 
Resultaten anderer Autoren entspricht (70;71).  
Auf der Grundlage dieser Daten wurde das Vorkommen der Zytokeratine 7 und 8/18 
immunzytochemisch untersucht, um so den epithelialen Ursprung der primären Zellkulturen 




nachzuweisen. Die Methode basiert auf einer Farbreaktion-gekoppelten Antigen-Antikörper-
Bindung. Dabei erfolgt zunächst die Bindung eines primären Antikörpers an das 
darzustellende Zytokeratin. Anschließend wird ein enzymgekoppelter Detektionsantikörper 
gegen den Primärantikörper eingesetzt. Ein zugegebenes Substrat wird unter Farbreaktion 
enzymatisch umgesetzt und zeigt so das Vorhandensein des darzustellenden Zytokeratins an. 
Die Auswertung des Zytokeratin-Musters erfolgte lichtmikroskopisch (Axioplan, Carl Zeiss, 
Jena). 
Die Verteilung der Zytokeratine 7 und 8/18 bestätigte den epithelialen Ursprung der Zellen, 
so dass ein Einfluss anderer nasaler Zellen wie Fibroblasten oder Drüsenzellen auf die 
Untersuchungsergebnisse ausgeschlossen werden kann. 
 
2.4 Bakterielle Stimulation 
Zur Untersuchung des Einflusses von S. aureus auf die Interleukin-8-Sekretion der nasalen 
Epithelzellen wurden die Zellkulturen beider Versuchsgruppen für 24 Stunden mit lysierten 
S. aureus Bakterien stimuliert. Daraufhin erfolgte erneut eine Quantifizierung der 
Interleukin-8-Konzentration in den Überständen mittels Bio-PlexTM Zytokin Assay. 
Diese Experimente erfolgten in Kooperation mit dem Institut für Infektionsmedizin der 
Christian-Albrechts Universität zu Kiel. 
 
2.4.1 Staphylococcus aureus 
In West-Europa dominiert in nasalen Isolaten der S. aureus-Stamm T190-2 (72). Deshalb 
wurde dieser Stamm für die Stimulationsexperimente ausgewählt. 
Die Bakterien wurden bis zum Erreichen einer Konzentration von etwa 5x108 pro ml in 
Erlenmeyerkolben (Schott Duran, Mainz) in Tryptic Soy Boullion (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
als Übernachtkultur in einem Inkubator (Sanyo CO2 Incubator, München) unter leichtem 
Schütteln bei 37°C angezüchtet. Nach Zentrifugation bei 4000 g für 15 Minuten wurde der 
Überstand abpippettiert und verworfen. Das entstandene Bakteriensediment wurde zur 
weiteren Verarbeitung in PromoCell-Kulturmedium resuspendiert. 
 




2.4.2 Homogenisierung der Bakterien 
Mit dem Ziel, die Bakterien zu homogenisieren, ohne die Proteine zu denaturieren und damit 
den Stimulus auf Proteinebene zu verändern, wurden die S. aureus mittels des MagNA 
Lysers® (Roche Diagnostics, Mannheim) mechanisch aufgeschlossen. Dazu wurden die in 
Kulturmedium suspendierten Bakterien in verschließbare 2 ml-Röhrchen, die bereits 
Glasperlen von 0,5 mm Durchmesser enthalten (Precellys® Glas-Kits, Peqlab Biotechnologie, 
Erlangen), überführt. Im MagNA Lyser® werden die Röhrchen in Schwingung versetzt, so 
dass die Zellwände und -membranen der Bakterien durch Kollision mit den Kügelchen 
aufbrechen. Auf diese Weise entstehen Bakterienlysate aus Zellwand-Bestandteilen und 
Intrazellulär-Material. Die vorherige Kühlung des Rotor-Elements verhindert dabei eine 
übermäßige Temperaturzunahme. 
Zur Überprüfung des Devitalisierungs-Prozesses wurden Teile der Homogenate auf Columbia 
Blutagarplatten (Oxoid, Wesel) aufgebracht und bei 37°C über Nacht inkubiert. Ein 
Wachstum der Bakterien konnte so ausgeschlossen werden. 
 
2.4.3 Stimulation mit lysiertem S. aureus 
Die Stimulation der primären nasalen Epithelzellen, die bei etwa 90%iger Konfluenz in 96-
Well-Platten vorlagen (siehe 2.3.1), erfolgte mit einer Endkonzentration von 105 S. aureus 
pro ml Kulturmedium. Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt, pro Well 300 µl der 
Bakterienlysat-Lösung hinzugefügt (entspricht etwa 3x104 Bakterien) und für 24 Stunden bei 
37°C inkubiert. Zellkulturen in frischem PromoCell-Kulturmedium ohne Bakterien-
Überstände dienten als Negativkontrolle. 
Nach Ende der Stimulationsperiode wurden die Überstände abgenommen und bei 88 g für 5 
Minuten zentrifugiert um eventuell vorhandene Zellrückstände zu eliminieren. Anschließend 
wurden die Überstände bis zur Analyse mittels Bio-PlexTM Zytokin Assay bei -80°C 
eingefroren. 
Zur Überprüfung auf bakterielle Kontamination wurden 10 µl des Überstandes auf Columbia 
Blutagarplatten aufgebracht und über Nacht bei 37°C inkubiert. Darüber hinaus erfolgte eine 
Kontrolle der Zellviabilität. 
 




2.4.4 Überprüfung der Zellviabilität 
Die Überprüfung der Viabilität der nasalen Epithelzellen nach Stimulation erfolgte mit 
Trypanblau. Ausgenutzt wird bei diesem Prinzip, dass abgestorbene Zellen eine veränderte 
Membranpermeabilität aufweisen. Während der Farbstoff gesunde Zellmembranen nicht 
passieren kann, wird er von abgestorbenen Zellen aufgenommen und färbt sie selektiv blau. 
Dazu wurden 10 µl des Überstandes in den Vertiefungen der 96-Well-Platte belassen und 
mit 10 µl Trypanblau-Originallösung (Biochrom AG, Berlin, 0,5 % in physiologischer 
Kochsalzlösung) 1:1 verdünnt. Basierend auf der lichtmikroskopischen Auszählung von fünf 
Sichtfeldern wurde die Zellviabilität als prozentualer Anteil der ungefärbten und somit 
vitalen Zellen errechnet. Verwendet wurden nur Stimulationsversuche, bei denen dieser 
Wert mindestens 95 % betrug. 
 
2.5 Quantifizierung von Interleukin-8 
Die Analyse der Überstände der nasalen Epithelzellkulturen erfolgte mittels Bio-PlexTM 
Zytokin Assay (Bio-Rad Laboratories, München), der in Kooperation mit VaccineLab Rostock 
durchgeführt wurde. Dieses Protein Array System kombiniert das Prinzip eines Sandwich-
Immunoassays mit einem durchflusszytometrischen Verfahren, wobei in geringem 
Probenvolumen bis zu 100 verschiedene Proteine simultan quantifiziert werden können. 
Ermöglicht wird dies durch Verwendung von Polystyrenkügelchen mit einem Durchmesser 
von 5,6 µm, sogenannte Beads, die durch zwei Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedlich 
markiert sind. An die Kügelchen sind die für die Bestimmung des jeweiligen Proteins 
spezifischen Antikörper gekoppelt, so dass jedes Zytokin später über die eindeutig 
markierten Beads vom Bio-PlexTM Array Reader (Bio-Rad Laboratories, München) identifiziert 
werden kann. Eine Signalverstärkung wird durch das Zufügen von Streptavidin-
Phycoerythrin (PE) erreicht, das an ebenfalls hinzugegebene biotinylierte 
Detektionsantikörper bindet. 
Zur Quantifizierung von Interleukin-8 wurde das Bio-PlexTM Cytokine Broad Range 17-Plex 
Panel eingesetzt, das neben den Antikörper-konjugierten Beads und den 
Detektionsantikörpern die Standards zur Zytokinbestimmung als vorgefertigte Reagenzien 
enthält. Außerdem verwendet wurde das Bio-PlexTM Cytokine Reagent Kit, das sterile 




Mikrotiterplatten mit Abdeckfolien, Probenpuffer, Waschpuffer, Verdünnungslösung für die 
Detektionsantikörper und Streptavidin-PE beinhaltet (Bio-Rad Laboratories, München). 
Zur Vorbereitung wurden alle Reagenzien gemäß Herstellerangaben verdünnt. Die Eichung 
des Bio-PlexTM Array Reader erfolgte mit Hilfe der mitgelieferten Kalibratoren. Die 96-Loch-
Mikrotiterplatte wurde mit 100 µl Messpuffer pro Vertiefung angefeuchtet und daraufhin 
per Vakuumfiltration von der Flüssigkeit gereinigt. Anschließend wurden 50 µl Bead-Lösung 
in jede verwendete Vertiefung transferiert, und nach kurzer Wartezeit, welche ein leichtes 
Absinken der Beads ermöglichte, zweimal mit je 100 µl Waschpuffer gewaschen. 
Währenddessen wurden die Überstände der nasalen Epithelzellkulturen langsam aufgetaut 
und jeweils 50 µl pro Well neben den entsprechenden Standards auf die Platte pipettiert. 
Nach initialem 30-sekündigem Aufschütteln bei 1100 rpm wurde die Platte bei 300 rpm für 
30 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit auf einem Schüttler (Heidolph Unimax 1010, 
Schwabach) inkubiert. In diesem Schritt binden die Antikörper-konjugierten Beads an die 
Zytokine des Überstandes. Im Anschluss wurde erneut dreimal mit je 100 µl Waschpuffer 
gewaschen, bevor pro Vertiefung 25 µl der gelösten Detektionsantikörper hinzugefügt 
wurden. Diese biotinylierten Antikörper binden ebenfalls an die zu quantifizierenden 
Zytokine, allerdings an ein anderes Epitop als die Beads. Die erneute Inkubation und das 
Waschen fanden wie oben beschrieben statt. Für den letzten Inkubationsschritt wurden pro 
Well 50 µl Streptavidin-PE-Lösung zugegeben. Die Platte wurde wiederum 30 Sekunden bei 
1100 rpm aufgeschüttelt und daraufhin bei 300 rpm für 10 Minuten inkubiert. Streptavidin 
bindet währenddessen an das an den sekundären Antikörper gekoppelte Biotin und 
ermöglicht so eine spätere Zytokinquantifizierung. Letztmalig wurden nun drei Waschgänge 
durchgeführt, um überschüssiges Streptavidin-PE zu entfernen. Nach Zugabe von 125 µl 
Messpuffer pro Vertiefung wurde die Mikrotiterplatte unmittelbar vor dem Auslesen durch 
den Bio-PlexTM Array Reader 30 Sekunden bei 1100 rpm aufgeschüttelt. 
Die Messungen erfolgen im Durchflusszytometrie-Verfahren. Dabei identifiziert ein roter 
Laser (635 nm) die Beads anhand ihrer spezifischen Fluoreszenz und kann somit das zu 
bestimmende Zytokin zuordnen. Simultan detektiert ein zweiter, grüner Laser (532 nm) die 
Fluoreszenz der chromophoren Gruppe des Phycoerythrins. Die Intensität dieser Fluoreszenz 
ist proportional zur Zytokinmenge und kann so mit der Bio-PlexTM Manager Software 
berechnet werden.  
In Abbildung 1 ist das Verfahren des Bio-PlexTM Zytokin Assays schematisch verdeutlicht. 






Abbildung 1.  Schematische Darstellung des Bio-PlexTM Zytokin Assays 




2.6 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Analysesoftware SPSS 18 für 
Windows (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Daten wurden durch Stichprobengröße (n), 
arithmetische Mittelwerte (MW), Standardabweichung (SD), Maximum und Minimum 
beziehungsweise Median und Spannweite (R) beschrieben. Um zu überprüfen, ob die 
Verteilung der Ergebnisse des Multiplex Zytokin Assays mit hoher Wahrscheinlichkeit einer 
Normalverteilung entspricht, wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt, der auch bei 
Stichproben von unter 40 eingesetzt werden kann. Nach Analyse der resultierenden Werte 
für extremste Differenzen und asymptomatischer Signifikanz wurde die Nullhypothese, dass 
die Daten normalverteilt sind, verworfen. Aus diesem Grund erfolgte der Vergleich der 
Zytokinexpression der beiden untersuchten Gruppen (GPA-Patienten und Normalkontrollen) 
mittels des Mann-Whitney-Wilcoxon-Tests. Dieser nichtparametrische statistische Test dient 
dem Vergleich stetiger quantitativer Merkmale zweier unabhängiger Stichproben hinsichtlich 
ihrer zentralen Tendenz und setzt keine Normalverteilung voraus. Ausgehend von der 
Nullhypothese, dass die beiden Verteilungen derselben Grundgesamtheit angehören, 
werden die Daten der untersuchten Gruppen in einer gemeinsamen Rangliste geordnet und 
die Rangsummen beider Proben verglichen. 
Die Ergebnisse wurden bei einem Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 als statistisch signifikant 
betrachtet.





3.1 Charakterisierung der Patientengruppen 
3.1.1 GPA-Patienten 
Die Gruppe der Patienten mit GPA umfasste 20 Personen, zwölf männliche und acht 
weibliche. Der Mittelwert des Lebensalters betrug 51,6 Jahre, der jüngste Patient war 24 
Jahre alt, der älteste 71 (Tabelle 2). Bei 65 % der Patienten (13 von 20) wurde die Diagnose 
Granulomatose mit Polyangiitis histologisch gesichert. Der Nachweis erfolgte dabei in neun 
Fällen (45 %) an Nasenbiopsien, bei jeweils zwei weiteren Patienten (10 %) an Biopsien der 
Lunge oder der Niere. Symptome der Krankheit traten im Median erstmals 3,8 Jahre 
(Spannweite 0 – 19 Jahre) vor Studienbeginn auf, die Diagnose wurde im Median 1,6 Jahre 
(Spannweite 0 – 19 Jahre) vor Aufnahme in die Studie gestellt. 
Entsprechend der Klassifikation der EULAR zur Einteilung der Aktivität befanden sich sechs 
Patienten in Remission. Bei zwölf Patienten (60 %) trat erneut eine Krankheitsaktivität auf, 
wovon eine Gruppe von vier Patienten (20 %) potentiell organschädigende bis 
lebensbedrohliche Symptome zeigte und somit als Majorrezidiv beschrieben wurde; die acht 
weiteren (40 %) wurden als Minorrezidiv klassifiziert. Bei einem Patienten wurde die 
Persistenz von Minorsymptomen wie zum Beispiel Arthralgie oder Myalgie beschrieben, bei 
einem weiteren wurde die GPA-Aktivität als refraktär eingestuft. Nach den von der EULAR 
vorgeschlagenen GPA-Subgruppen wurde das Krankheitsstadium bei 14 Patienten (70 %) als 
generalisiert klassifiziert, bei weiteren fünf (25 %) als früh-systemisch, bei einem GPA-
Patienten als lokal begrenzt.  
Der Median des zur Beurteilung des Krankheitsausmaßes verwendeten DEI betrug 2,0 
(Spannweite 0 - 5). Der BVAS-1 zeigte bei einer Spannweite von 0 - 13 einen Median von 3. In 
der Beurteilung nach BVAS-2 hatte die Mehrheit der Patienten (18 bzw. 90 %) einen Score 
von 0, jeweils ein weiterer einen Score von 1 und respektive 4. Der Median des VDI zur 
Beurteilung kumulativer Organschäden betrug 0,5 (Spannweite 0 – 3).  
In der endoskopischen Untersuchung konnte bei zwölf Patienten (60 %) keine endonasale 
GPA-Aktivität festgestellt werden, sieben (35 %) zeigten milde Zeichen, ein Teilnehmer 
konnte nicht beurteilt werden. Einzelheiten sind in Tabelle 1a dargestellt. 
 




Tabelle 1a: Patientencharakteristik der GPA-Kohorte 
Granulomatose mit Polyangiitis 
  
n % 
EULAR Krankheitsstadien generalisiert 14 70 
 
früh-systemisch 5 25 
 
lokalisiert 1 5 
EULAR Aktivitätsstadien Remission 6 30 
 
Therapie-Ansprechen 0 0 
 
Majorrezidiv 4 20 
 
Minorrezidiv 8 40 
 
Refraktäre Erkrankung 1 5 
 
Persistente Erkrankung 1 5 
Endonasale Aktivität keine 12 60 
 
mild 7 35 
 





DEI 2 (0-5) 
 
BVAS-1 3 (0-13) 
 
BVAS-2 0 (0-4) 
 
VDI 0,5 (0-3) 
 
 
Die Mehrzahl der GPA-Patienten, 19 von 20, erhielten eine Prednisolon-Behandlung. Zehn 
Probanden wurden darüber hinaus mit Methotrexat behandelt, jeweils zwei mit Azathioprin 
oder Leflunomid, ein Patient mit Mycophenolat Mofetil. Drei Patienten bekamen dauerhaft 
Cyclophosphamid, zwei weitere erhielten dieses Medikament als Bolustherapie. Der 
Mittelwert der kumulativen Gesamtdosis an Cyclophosphamid betrug 45,17 g. Eine 













Tabelle 1b: Immunmodulierende Therapie der GPA-Patienten 
Immunmodulierende 
Medikamente Mittelwert (mg/Tag) n % 
Prednisolon 12,89 19 95 
Methotrexat 22,25 10 50 
Cyclophosphamid dauerhaft 133,33 3 15 
Cyclophosphamid Bolustherapie 1000,00 2 10 
Azathioprin 125,00 2 10 
Leflunomid 25,00 2 10 
Mycophenolat mofetil 2000,00 1 5 
 
 
Die Bestimmung der ANCA- und PR3-Titer ergab folgende Mediane: PR3-spezifische C-ANCA 
1 : 60 (Spannweite 1:0 – 1:2560); MPO-spezifische P-ANCA 1 : 0 (Spannweite 1:0 – 1:640); 
PR3 1 : 0 (Spannweite 1:0 – 1:200). Die Mittelwerte der Leukozytenzahl (8,22 Zellen/nl, 
Standardabweichung 2,82) und des CRPs (1,6 mg/dl, Standardabweichung 2,12) waren im 
Normbereich. Die Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit lag mit einem Mittelwert von 
33 mm in der ersten Stunde (Standardabweichung 27,60) oberhalb des Referenzbereiches 
(Tabelle 2). 
Basierend auf Eigen- und Fremdanamnese konnten Allergien und Asthma bei allen 
teilnehmenden GPA-Patienten ausgeschlossen werden. 
Zusammenfassend betrachtet weisen sowohl die klinischen Bewertungssysteme als auch die 
serologischen Untersuchungen eine geringe GPA-Aktivität der analysierten Kohorte nach. 
 
3.1.2 Normalkontrollen 
Die Gruppe der Normalkontrollen bestand aus 19 Probanden, 15 männliche und vier 
weibliche. Der Mittelwert des Lebensalters betrug 39,5 Jahre, der jüngste Patient war 18 
Jahre alt, der älteste 76 (Tabelle2). Die Vergleichspersonen zeigten weder anamnestisch 
noch in der körperlichen Untersuchung Zeichen einer akuten oder chronischen 
Rhinosinusitis. Insgesamt wurden keine Hinweise auf inflammatorisch- oder autoimmun-
bedingte Nasenschleimhautveränderungen festgestellt. 




Die Mittelwerte der serologischen Entzündungsparameter betrugen bei der Leukozytenzahl 
6,74/nl (Standardabweichung 1,55), dem CRP 1,76 mg/dl (Standardabweichung 1,37), und 
der Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit 8,14 mm in der ersten Stunde 
(Standardabweichung 3,94) und lagen somit im Normbereich (Tabelle 2). 
Keiner der Vergleichspersonen wurde mit immunsuppressiven Medikamenten behandelt. 
Allergien und Asthma konnten auch in dieser Gruppe eigen- und fremdanamnestisch 
ausgeschlossen werden. 
 




(n = 19) (n = 20) 
Alter (Jahre, MW und SD) 39,50 (18-76) 51,55 (24-71) 
Geschlecht 11 männlich, 8 weiblich 12 männlich, 8 weiblich 
Serologische Parameter Mittelwert SD Mittelwert SD 
Leukozyten (Zellen/nl) 6,74 1,55 8,22 2,82 
CRP (mg/dl) 1,76 1,37 1,60 2,12 
BSG 1. Std (mm) 8,14 3,94 33,00 27,60 




80 0 – 2560 
P-ANCA-Titer (1:) 
  
0 0 – 640 
PR3-Titer (1:) 
  
0 0 – 200 
 
 
3.2 Basale Interleukin-8-Expression primärer nasaler Epithelzellkulturen 
In der Gruppe der GPA-Patienten betrug der Mittelwert der basalen Interleukin-8-
Konzentration in den Kulturüberständen primärer nasaler Epithelzellkulturen 747,27 pg/ml 
(Standardabweichung 852,48, Minimum 1,00, Maximum 3.708,72; Werte in [pg/ml]). Eine 
statistisch signifikante Korrelation zwischen endonasaler GPA-Aktivität zum Zeitpunkt der 
Probenentnahme und Interleukin-8-Expression der korrespondierenden Epithelzellen konnte 
nicht dargestellt werden (p = 0,684). Sechs der 20 untersuchten GPA-Patienten zeigten im 
zeitlichen Verlauf nie, drei immer endonasale Krankheitsaktivität. Auch der Vergleich dieser 
beiden Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,796). 




Der Einfluss der immunsuppressiven Medikation auf die Interleukin-8-Expression wurde 
exemplarisch an der Prednisolon-Dosis untersucht. Ein Zusammenhang konnte nicht 




Abbildung 2.  Einfluss der Prednisolon-Dosis auf die basale Interleukin-8-Expression 
korrespondierender nasaler Epithelzellen. 
 
 
In der Gruppe der Normalkontrollen betrug der Mittelwert der basalen Interleukin-8-
Konzentration 1.891,45 pg/ml (Standardabweichung 1.674,41, Minimum 1,00, Maximum 
5.188,14; Werte in [pg/ml]). Eine Gegenüberstellung der Messwerte findet sich in Tabelle 3.  
Der Vergleich beider Gruppen zeigt eine deutlich geringere basale Interleukin-8-Expression 
nasaler Epithelzellen bei GPA-Patienten. Mit einem p-Wert von 0,009 ist das Ergebnis hoch 































n = 19 n = 20 
Mittelwert 1.891,45 747,27 
Standardabweichung 1.674,41 852,48 
Minimum 1,00 1,00 
Maximum 5.188,14 3.708,72 
 
3.3 Interleukin-8-Expression nasaler Epithelzellen nach Stimulation mit S. aureus 
Nach 24-stündiger Stimulation mit lysiertem S. aureus betrug der Mittelwert der Interleukin-
8-Konzentration bei GPA-Patienten 791,72 pg/ml (Standardabweichung 881,86, Minimum 
98,81, Maximum 3.465,94; Werte in [pg/ml]), bei der Gruppe der Vergleichspersonen 
1.725,80 pg /ml (Standardabweichung 1.708,90, Minimum 45,19, Maximum 7.219,55; Werte 
in [pg/ml]). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Interleukin-8-Expression der 
nasalen Epithelzellen nach bakterieller Stimulation ist somit bei GPA-Patienten im Vergleich 
zu Normalkontrollen signifikant geringer (p = 0,024). 
Der Vergleich der Interleukin-8-Konzentration basal und nach Stimulation innerhalb der 
einzelnen Gruppen zeigt allerdings keinen signifikanten Unterschied (NC: p = 0,857; WG: 
p = 0,992). Dementsprechend lässt sich weder für die Gruppe der GPA-Patienten noch für die 
der Normalkontrollen auf Ebene der Interleukin-8-Proteinexpression eine deutliche Reaktion 
auf den S. aureus-Stimulus feststellen. 
Abbildung 3 beinhaltet eine Gegenüberstellung der Messergebnisse zur grafischen 
Verdeutlichung.  
 




n = 19 n = 20 
Mittelwert 1.725,80 791,72 
Standardabweichung 1.708,90 881,86 
Minimum 45,19 98,81 
Maximum 7.219,55 3.465,94 
 
 







Abbildung 3.  Interleukin-8-Expression nasaler Epithelzellen basal und nach Stimulation mit 
S. aureus bei GPA-Patienten (GPA) und Normalkontrollen (NK); 
 dargestellt sind jeweils der Median, das obere und untere Quartil sowie die 
Extremwerte und Ausreißer. 
 **: p = 0,009; *: p = 0,024; n.s. = nicht signifikant 
 





Für die Integrität eines Organismus ist die erfolgreiche Abwehr potenziell pathogener 
Mikroorganismen essentiell. Fremde Strukturbestandteile müssen erkannt werden, damit 
daraufhin eine koordinierte Reaktion zur Elimination eingeleitet werden kann. Die 
Unterscheidung zu körpereigenem Gewebe verhindert dabei eine pathologische 
Autoimmunreaktion (73;74). Auch die Beendigung der inflammatorischen Vorgänge ist von 
Bedeutung, da sonst resultierende chronische Entzündungsprozesse dem Wirtsorganismus 
irreversible Schäden zufügen können (75). Diese Aufgaben erfüllt unter anderem die 
angeborene Immunabwehr, ein mehr als zwei Millionen Jahre altes hochkonserviertes 
System, das nach wie vor eine der ersten Verteidigungslinien gegen pathogene 
Mikroorganismen darstellt (76).  
Einen unverzichtbaren Bestandteil dieses Systems bilden die Zytokine. Als lösliche 
Botenstoffe ermöglichen sie auto-, para- und endokrine zelluläre Kommunikation und bilden 
so die fundamentale Basis für eine gezielte Immunreaktion. Nur der koordinierte Ablauf der 
einzelnen Signalwege ermöglicht eine abgestimmte Immunantwort auf Entzündungsreize 
und somit die erfolgreiche Abwehr pathogener Mikroorganismen (34;77).  
Interleukin-8 nimmt dabei besonders im Nasenepithel eine Schlüsselfunktion ein. Das 
proinflammatorische Chemokin wird dort in mehrfach höherer Konzentration als alle 
anderen Zytokine exprimiert (44;45). Es ist maßgeblich an den lokalen Prozessen der 
antimikrobiellen Immunabwehr und Entzündungsreaktionen beteiligt und bildet so einen 
existenziellen Bestandteil der nasalen Barriere. 
 
4.1 Charakteristika der analysierten Kohorten 
Um nicht akute Entzündungsprozesse, sondern (epi-)genetische Veränderungen der nasalen 
Epithelzellen bei der GPA zu analysieren, wurde für diese Studie eine Patientenkohorte mit 
vergleichsweise geringer Krankheitsaktivität gewählt. Sowohl die klinischen 
Bewertungssysteme als auch die größtenteils normwertigen serologischen Parameter 
weisen dies nach. Der leicht über den Referenzbereich erhöhte Mittelwert der 
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit stellt bei der GPA eine häufig assoziierte 
Laborveränderung dar und lässt nicht auf erhöhte Krankheitsaktivität schließen (10). 




Das im Vergleich zu den meisten anderen Studien deutlich breiter gefächerte Spektrum 
angewendeter klinischer Bewertungssysteme ermöglicht eine weitaus differenziertere 
Bewertung der Krankheitsaktivität. Basierend auf der regelmäßigen Erhebung dieser Daten 
im Langzeitverlauf kann untersucht werden, ob sich eine Veränderung der GPA-Aktivität 
auch auf Ebene der Interleukin-8-Expression manifestiert. Ebenso könnte die vergleichende 
Analyse einer GPA-Kohorte mit deutlich höherer Krankheitsaktivität Hinweise auf eine 
potentielle Korrelation von GPA-Aktivität und Zytokinexpression geben. 
Auch in der Gruppe der Normalkontrollen lagen die serologischen Werte im Normbereich, so 
dass akute oder chronische Entzündungsaktivität weitgehend ausgeschlossen werden 
konnte. Altersstruktur und Geschlechterverteilung sowie der anamnestische Ausschluss von 
Allergien oder Asthma ermöglichten darüber hinaus eine gute Vergleichbarkeit zwischen den 
analysierten Kohorten. 
 
4.2 Veränderte basale Interleukin-8-Expression nasaler Epithelzellen bei GPA 
Der Mensch atmet täglich 10.000 bis 20.000 l Umgebungsluft ein, die die Luftwege 
kontinuierlich potentiell pathogenen Faktoren wie Schadstoffen oder Mikroorganismen 
aussetzen (78). Das Nasenepithel fungiert dabei als wichtige physikalische Barriere 
gegenüber äußeren Eindringlingen (79;80). Wird diese Barriere verletzt oder durch 
pathogene Mikroorganismen angegriffen, reagiert das angeborene Immunsystem durch 
Initiierung einer Entzündungsreaktion zur Verteidigung des involvierten Gewebes. Einer der 
potentesten chemotaktischen Wirtsfaktoren ist Interleukin-8 (81), das durch einen lokal 
aufgebauten Gradienten die zielgerichtete Migration neutrophiler Granulozyten zu den 
nasalen Epithelzellen steuert und darüber hinaus deren Aktivierung fördert. Es wird 
vermutet, dass Interleukin-8 von nasalen Epithelzellen auch unter physiologischen 
Bedingungen kontinuierlich exprimiert wird, um die Mukosa mit Hilfe von neutrophilen 
Granulozyten gegen bakterielle und virale Infektionen zu schützen (44;82). 
In der vorliegenden Untersuchung konnte bei GPA-Patienten im Vergleich zu 
Normalkontrollen erstmals eine hoch signifikant verminderte basale Interleukin-8-Sekretion 
primärer nasaler Epithelzellen gezeigt werden. 
Dabei wurde durch die verwendete Kulturmethode, engmaschige Kontrollen der 
Zellmorphologie während der Kulturperiode und zusätzlicher Analyse des 




Zytokeratinmusters gewährleistet, dass es sich bei den kultivierten Zellen um nasale 
Epithelzellen handelte. Eine Beeinflussung der Messergebnisse durch andere Zellarten wie 
zum Beispiel Fibroblasten konnte somit sicher ausgeschlossen werden. Des Weiteren 
ermöglichte eine kontrolliert konstant gehaltene Zellzahl, die durch das Vorliegen 
präkonfluenter Monolayer auf definierter Fläche der Vertiefungen der 96-Well-Platten 
erreicht wurde, die Vergleichbarkeit der analysierten Proben. Entsprechend des Fokus auf 
die (epi-)genetischen Veränderungen der nasalen Epithelzellen wurden die Biopsien aus 
Arealen entnommen, die makroskopisch keine Anzeichen von Entzündungs- oder GPA-
Krankheitsaktivität aufwiesen. Der Vergleich mit hoch aktiven Regionen wäre ein 
interessanter Gegenstand zukünftiger Untersuchungen, um Rückschlüsse auf die lokale 
Variabilität der Interleukin-8-Expression im Zusammenhang mit der GPA-Aktivität zu ziehen. 
Die gemessenen Werte der basalen Interleukin-8-Konzentration in der Kontrollgruppe 
werden durch die Ergebnisse von ELISA-Untersuchungen anderer Autoren (44;45) 
verhältnismäßig bestätigt. Resultate einer Untersuchung der basalen Interleukin-8-
Expression der nasalen epithelialen Barriere von GPA-Patienten liegen in der deutsch- und 
englischsprachigen Literatur bislang nicht vor. Zwar beschrieben Balding et al. bei 
immunhistochemischen Analysen nasaler Biopsien von GPA-Patienten ein verändertes Th2-
Zytokinmuster (83), Interleukin-8 wurde allerdings nicht untersucht.  
Neben der Nase ist die Lunge ein weiteres Organ, das häufig lokale GPA-Aktivität aufweist. In 
Untersuchungen granulomatöser Läsionen (59;84) und bronchoalveolärer 
Lavageflüssigkeit (60) konnte bei GPA-Patienten ein verändertes Zytokinmuster festgestellt 
werden, doch auch in diesen Arbeiten wurde Interleukin-8 nicht analysiert. In Bezug auf 
Zytokinkonzentrationen in Plasma oder Serum liegen deutlich mehr Hinweise auf eine bei 
der GPA veränderte Expression vor. Hinsichtlich der basalen Konzentration stimmen die 
meisten Autoren in einer generellen Erhöhung der Interleukin-8-Werte bei GPA-Patienten 
überein (54;85-87). Dies steht vordergründig im Widerspruch zu den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit.  
Für diese Diskrepanz kommen folgende Erklärungsansätze in Betracht. Zunächst ist die 
Untersuchung der Zytokinexpression auf lokaler im Gegensatz zu systemischer Ebene zu 
nennen. Eine Vielzahl an Zellen ist in der Lage, auf diverse Stimuli mit einer 
Zytokinfreisetzung zu reagieren. Dies geschieht in einem komplexen Netzwerk von 
Interaktionen (88). Ein Vergleich der in der vorliegenden Studie bewusst möglichst 




kontrollierbar gehaltenen Untersuchungen an nasalen Epithelzellen mit systemischen 
Zytokinkonzentrationen ist somit schwierig. Darüber hinaus besteht bei den genannten 
Untersuchungen der systemischen Interleukin-8-Konzentrationen eine stärkere 
Beeinflussung durch Faktoren wie die Einnahme immunmodulierender Medikamente und 
Reaktionen auf akutes Entzündungsgeschehen. Zwar erhielten auch die in der vorliegenden 
Studie untersuchten GPA-Patienten unterschiedliche Kombinationen diverser 
immunmodulierender Medikamente, von denen für einige negative Einflüsse auf die 
Interleukin-8-Expression beschrieben wurden (89;90). Diese wurden jedoch durch die 
durchschnittlich 13,3-tägige Kultivierung der Zellen vor Versuchsdurchführung minimiert. 
Zudem konnte kein Zusammenhang zwischen der Prednisolon-Dosis und der Zytokin-
Konzentration gezeigt werden. 
Im Gegensatz zu den Resultaten systemisch erhöhter Interleukin-8-Konzentration 
vermuteten Lamprecht et al. im Verlauf der GPA eine Herabregulation der monozytären 
Interleukin-8-Produktion (55), was den Ergebnissen dieser Arbeit tendenziell entspricht. 
Die veränderte Interleukin-8-Regulation auf lokaler Ebene liefert wichtige Hinweise auf eine 
beeinträchtigte nasale Barriere bei GPA-Patienten. Eine verringerte basale Interleukin-8-
Konzentration könnte eine verminderte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bedeuten 
und so eine Einschränkung des antimikrobiellen Schutzmechanismus des Nasenepithels 
begünstigen. In vitro wurde gezeigt, dass PR3-ANCA-haltiges Serum von GPA-Patienten die 
mikrobizide Aktivität neutrophiler Granulozyten einschränkt (91;92), was die Mechanismen 
der Immunabwehr zusätzlich negativ beeinflussen und somit zur Exazerbation der GPA 
beitragen kann.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können zur Grundlage für neue therapeutische 
Angriffspunkte beitragen. Da die Nasenschleimhaut äußerlich problemlos zugänglich ist und 
viele der erwähnten Studien zeigten, dass nasale Epithelzellen durch externe Reize sensibel 
beeinflussbar sind, ist eine gute Grundlage für topische Therapiemaßnahmen vorhanden. 
Durch gezielte Stimulation könnte versucht werden, das Zytokin-Gleichgewicht in Richtung 
Interleukin-8 zu verschieben. Ein möglicher Ansatz ist die lokale Applikation von 
rekombinantem humanem Interleukin-8, für das in vitro gezeigt werden konnte, das es 
funktionelle Defekte neutrophiler Granulozyten bei Patienten mit Myelodysplastischem 
Syndrom beheben kann (93). Weiterhin könnte das Einbringen nicht-pathogener 




Bakterienbestandteile, die direkt oder über vermutete Mechanismen der interbakteriellen 
Interferenz Einfluss auf die Zytokinexpression ausüben (94;95), genutzt werden.  
 
4.3 Reaktion auf die Stimulation mit S. aureus 
Auf Stimulation durch diverse Reize können Zellen mit bis zu 100-facher Steigerung ihrer 
basalen Interleukin-8-Expressionsrate antworten, wohingegen andere Stimuli zu einer 
moderateren fünf- bis zehnfachen Steigerung führen (96). Die Feinregulierung der Variation 
der systemischen und lokalen Interleukin-8-Konzentrationen wird über die graduierte 
Aktivierung unterschiedlicher intrazellulärer Signalwege erreicht (96-98). Dabei spielen die 
zytosolischen Signalmoleküle p38 MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase), PI3K 
(Phospoinositid-3-Kinase) und vermutlich auch ERK1/2 (extrazelluläre Signal-regulierte 
Kinase) bei der durch S. aureus-Serinproteasen induzierten Signaltransduktion eine 
herausragende Rolle. NF-κB fungiert wahrscheinlich als ein für die Interleukin-8-Expression 
erforderlicher Schlüssel-Transkriptionsfaktor (99). 
Mit der Stimulation primärer nasaler Epithelzellkulturen mit S. aureus wurde in der 
vorliegenden Untersuchung der Frage einer möglichen funktionellen Störung der Interleukin-
8-Sekretion nachgegangen. Stimulationsexperimente mit S. aureus, die eine lokale oder 
systemische Interleukin-8-Expression bei GPA-Patienten untersuchen, liegen in der deutsch- 
und englischsprachigen Literatur bislang nicht vor. 
S. aureus stellt bei der GPA einen besonderen pathogenetischen Faktor der potentiell 
multimikrobiellen exogenen Trigger der Krankheitsaktivität dar. Das Bakterium wurde als 
potenter Induktor der Interleukin-8-Synthese nasaler Epithelzellen beschrieben (44;99;100). 
Mit der hier durchgeführten Stimulation konnten diese Ergebnisse nicht bestätigt werden. 
Weder in den Kulturüberständen nasaler Epithelzellen der GPA-Patienten noch in denen der 
Normalkontrollen wurden nach 24-stündiger Stimulation mit lysiertem S. aureus in einer 
Konzentration von 105 pro ml signifikante Änderungen der Interleukin-8-Konzentration 
nachgewiesen.  
Das humane Nasensekret enthält durchschnittlich 106 bis 108 Mikroorganismen pro ml (101). 
Dabei setzt sich die nasale Mikroflora aus einer Vielzahl unterschiedlicher Aerobier und 
Anaerobier zusammen, von denen S. aureus nur einen Teil bildet (102). Basierend auf diesen 
Daten sowie auf Ergebnissen quantitativer Untersuchungen der Nasenflora (103-105) wurde 




die Stimulation mit einer Endkonzentration von 105 Bakterien pro ml Kulturmedium 
durchgeführt. Als Stimulanz wurde der in Nord-Europa in nasalen Abstrichen dominierende 
S. aureus Stamm T190-2 gewählt. Damit unterscheidet sich dieser Ansatz von zuvor 
durchgeführten Untersuchungen, in denen mit Kulturüberständen anderer S. aureus 
Stämme sowie ihrer hemB Mutanten (99) oder mit den S. aureus Enterotoxinen SEA (100) 
und SEB (44;100) stimuliert wurde. 
Jedoch erkennen Wirtszellen in den Organismus eindringende Mikroorganismen über 
mustererkennende Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs), die bei Kontakt mit 
mikrobiellen Komponenten, sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Mustern 
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP), intrazelluläre Signalkaskaden induzieren 
und so über selektive Genexpression eine Immunantwort einleiten. Eine wichtige 
Untergruppe der PRRs bilden die Toll-like-Rezeptoren, die außer von unterschiedlichen 
Immunzellen auch von Epithelzellen exprimiert werden und maßgeblich an der Erkennung 
bakterieller PAMPs beteiligt sind (106). Sowohl für die zellwandständige Lipoteichonsäure 
(LTA) als auch für das Hüllpolymer Peptidoglykan - beides essentielle Bestandteile von 
S. aureus, die als PAMP fungieren - konnte bei Wirtszellen die Steigerung der Interleukin-8-
Synthese und die Induktion einer inflammatorischen Antwort nachgewiesen werden (107). 
Auch für bakterielle DNA, die ebenfalls über Toll-like-Rezeptoren erkannt wird (106), wurden 
entzündungsfördernde Eigenschaften beschrieben (108). Diese wandständigen und 
intrazellulären Bakterienkomponenten waren Bestandteil des in der vorliegenden 
Untersuchung verwendeten Stimulans. Die Voraussetzungen für eine Stimulation der 
Interleukin-8-Expression waren somit erfüllt. 
Ein Grund für die ausbleibende Reaktion der nasalen Epithelzellen könnte eine zu geringe 
Dosis des Stimulus sein. Die gewählte Anzahl von 3x104 Bakterien pro 300 µl Kulturmedium 
entspricht bei durchschnittlich 13.000 Epithelzellen pro Well einem effektiven Stimulations-
Verhältnis von etwa drei Bakterien pro Zelle. Zwar beschrieben Manuzak et. al. einen Ansatz 
mit fünf Enterobakterien pro Monozyt oder dendritischer Zelle (109), der Vergleich zur einer 
Stimulation einer anderen Zellpopulation mit unterschiedlichen Bakterien ist allerdings 
wenig aussagekräftig. 
Des Weiteren könnten Sekundäreffekte der vor der Stimulation durchgeführten 
Prozessierung der Bakterien eine wirksame Stimulation verhindert haben. Mit dem Ziel, den 
Einfluss der bakteriellen Sekretionsprodukte in den Hintergrund zu rücken, um die 




Bedeutung der Zellwand und der intrazellulären Bestandteile analysieren zu können, wurden 
die Bakterien aufgeschlossen. Hierfür können chemische, enzymatische oder physikalische 
Verfahren angewendet werden. Zur Vermeidung von Protein-Denaturierungen wurde ein 
mechanisches Lyseverfahren gewählt. Um eine Erwärmung der suspendierten Bakterien 
durch Temperaturentwicklung während der Oszillation zu verhindern, wurde der Rotor des 
verwendeten MagNA Lysers® vor Betrieb heruntergekühlt. Allerdings könnte die Kollision 
mit den Keramikkügelchen die Oberflächenstrukturen der Bakterien so verändert haben, 
dass die Erkennung über PRRs der Epithelzellen und somit die Interleukin-8-Antwort negativ 
beeinflusst wurde. 
Doch lässt sich das vorliegende Ergebnis der ausbleibenden Reaktion der nasalen 
Epithelzellen auf bakterielle Stimulation auch in einem anderen Kontext interpretieren. Neue 
Untersuchungen geben Hinweise auf eine „immunmodulatorische“ Fähigkeit von S. aureus. 
Obwohl das Bakterium bei bis zu 25% der Bevölkerung den oberen Respirationstrakt als 
asymptomatischer Kommensale besiedelt, kann es als pathogener Organismus 
beispielsweise das potentiell tödlich verlaufende Toxic Shock Syndrome (TSS) 
auslösen (110;111). Diese Reaktion wird über eine Oberflächeninteraktion mit S. aureus-
Exotoxinen, den sogenannten Superantigenen, vermittelt. Es resultiert eine überschießende 
Immunreaktion, die unter anderem zur gesteigerten Expression des proinflamatorischen 
Interleukin-8 führt (112). Peres et. al. postulieren die Fähigkeit von S. aureus, seine eigene 
Pathogenität zu regulieren. So sollen Zellwandfaktoren des Bakteriums bei der Interaktion 
mit den Wirtszellen, vermittelt über eine alternative Konfiguration an Ko-Rezeptoren, unter 
anderem zur gesteigerten Expression des antiinflammatorischen Zytokins Interleukin-10 
führen. Dies resultiere in einer deutlichen Herabregulation der inflammatorischen 
Zytokinantwort (112), zu der auch Interleukin-8 zählt. Diese Erkenntnisse stehen im Einklang 
mit den Daten der vorliegenden Arbeit.  
Basierend auf Vorversuchen, die im Vergleich zu Stimulationsperioden von acht, zwölf und 
16 Stunden eine deutlich höhere Interleukin-8-Expression nach 24-stündiger Stimulation 
zeigten, wurde in der vorliegenden Arbeit dieser Messzeitpunkt gewählt. Der 
Versuchsaufbau lässt so allerdings keine Beurteilung möglicher zeitabhängiger Änderungen 
des Zytokinlevels insbesondere bei noch längerer Stimulationsdauer zu, wie es für 
tracheobronchiale Epithelzellen nach 48-stündiger Stimulation gezeigt wurde (113). 




So sind zusätzliche Stimulationsexperimente zur Untersuchung des konzentrations- und 
zeitabhängigen Einflusses von S. aureus auf nasale Epithelzellen denkbar, um die Störung der 
nasalen Barriere bei der GPA weitergehend funktionell zu charakterisieren.  
 




Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), ehemals Wegenersche Granulomatose, ist eine 
komplexe Autoimmunerkrankung der Gruppe der ANCA-assoziierten primären Vaskulitiden. 
Charakteristisch für die GPA sind chronische nekrotisierende Gefäßwandentzündungen 
vorwiegend der kleinen bis mittelgroßen Gefäße sowie nicht verkäsende Granulome. In 60-
90 % der Fälle ist im Krankheitsverlauf die Schleimhaut von Nase und Nasennebenhöhlen 
betroffen. Diese stellt somit die häufigste anatomische Lokalisation der GPA-Aktivität dar. 
Größtenteils ungeklärt ist die Ätiologie der GPA. Als relevanter pathogenetischer Prozess 
wird eine Dysbalance in der Entzündungsantwort auf mikrobielle Reize diskutiert.  
Als wichtigstes chemotaktisches Zytokin für neutrophile Granulozyten kommt Interleukin-8 
ein besonderer Stellenwert in der Abwehrreaktion gegen mikrobielle Pathogene zu. 
Interleukin-8 wird von nasalen Epithelzellen in mehrfach höherer Konzentration als alle 
anderen Zytokine exprimiert und ist darüber hinaus in entscheidender Weise an der 
Pathogenese der GPA beteiligt. 
Um die funktionell gestörte nasale Barriere bei GPA-Patienten weitergehend zu 
untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie erstmals das lokale Interleukin-8-
Expressionsmusters des Nasenepithels in Bezug auf Prozesse der antimikrobiellen 
Immunabwehr bei der GPA erforscht. 
Zunächst erfolgte die Quantifizierung der basalen Interleukin-8-Expression primärer nasaler 
Epithelzellkulturen von GPA-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen auf Proteinebene. 
Darüber hinaus wurde untersucht, welchen Einfluss Staphylococcus (S.) aureus als potenter 
mikrobieller Trigger der GPA-Aktivität auf die Interleukin-8-Sekretion der nasalen 
Mikroumgebung ausübt.  
Die Untersuchungen zeigten eine hoch signifikant verminderte basale Interleukin-8-
Sekretion des nasalen Epithels bei GPA-Patienten. Ein Zusammenhang zu endonasaler 
Krankheitsaktivität und immunmodulierender Medikation mit Prednisolon wurde nicht 
nachgewiesen. Auf Stimulation mit mechanisch lysiertem S. aureus wurde keine quantitative 
Veränderung der Interleukin-8-Sekretion festgestellt.  
Die gestörte Interleukin-8-Regulation auf lokaler Ebene kann eine veränderte 
Zusammensetzung des mikrobiellen Besiedlungsspektrums der Nasenschleimhaut 
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begünstigen, und eine Dysbalance der inflammatorischen Antwort auf mikrobielle Reize 
fördern.  
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die pathophysiologische Bedeutung dieser 
Aspekte besser zu verstehen, und so die Basis für zukünftige therapeutische Ansätze 
auszubauen. 
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